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　 1．特発性大腿骨頭壊死症に対する体外衝撃波
療法の臨床応用
千葉大学医学部附属病院　整形外科　
助教　中　村　順　一　
はじめに
　特発性大腿骨頭壊死症は疼痛と歩行困難をきた
し，生活の質の低下を余儀なくされる。人工股関
節全置換術（THA）は有効な手術療法の 1つで
あるが，若年者では人工関節のゆるみや再置換術
の可能性がある。一方，大腿骨頭壊死症患者は全
身状態が不良のため，手術療法を行えない場合も
ある。従って，安全かつ有効な保存治療を確立す
ることは重要な課題である。体外衝撃波療法は整
形外科領域の慢性疼痛性疾患の保存治療の 1つで
ある。本研究の目的は大腿骨頭壊死症に対する体
外衝撃波療法の臨床応用に向けて安全性と除痛効
果を明らかにすることである。
方　　法
　被験者の適格基準は厚生労働省特発性大腿骨
頭壊死症研究班の診断基準を満たし，病型分類
type C1及びC2の広範囲の壊死であり，病期分
類stage 3B及び 4の進行期から末期の症例とし
た。症例の振り分けは症例・対照とし，体外衝撃
波療法の説明を全例に行い，衝撃波照射の同意を
得られた場合に衝撃波群，同意が得られない場合
は経過観察のみを行い自然経過群とした。体外
衝撃波装置はDornier EposTM （Dornier社，ドイ
ツ）を用いた。 1回の照射数を5,000発とし，1～
2ケ月間隔で 3回の照射を行った。焦点は大腿骨
頭壊死部及び圧潰部とした。仰臥位で前方から後
方に向けて衝撃波を照射した。衝撃波レベルはレ
ベル 1（0.03mJ/㎟）から開始し，患者が耐えう
る範囲で最大でレベル 7（0.35mJ/㎟）まで出力
を上げた。局所麻酔は行わず，照射刺激により痛
みの再現性が得られるかどうか確認しながら行っ
た。評価項目として，経時的に画像検査と臨床評
価を行い，有害事象の有無を評価した。さらに衝
撃波照射エネルギー量の推移を評価した。
結　　果
　衝撃波群10股（男 3例，女 7例）及び自然経過
群10股（男 5例，女 5例）であった。登録時年
齢及び臨床評価は有意差を認めなかった。衝撃
波群のVASは登録時67.5㎜から最終観察時39.1㎜
まで有意に改善した（P＝0.048）。自然経過群の
VASは経時的に悪化傾向を示したが，有意差は
認めなかった。最終観察時における衝撃波群と自
然経過群の変化量の比較では，衝撃波群はVAS
について，自然経過群よりも有意な改善を示した
（－28.4㎜対5.1㎜，P＝0.043）。衝撃波照射エネル
ギー量は回数を重ねる毎に有意に増加した。有害
事象に関しては，衝撃波中止症例が 2例あった。
1例はSLE患者で衝撃波開始後に下腿潰瘍が出
現したが，直接的な因果関係は認めなかった。も
う 1例は衝撃波による除痛効果は認めたものの，
男性肉体労働者のために早期THAを希望され
た。
考　　察
　体外衝撃波療法は2008年に我が国で初めて臨床
応用が厚生労働省から認可された。動物での基礎
研究は多数報告されてきたが，臨床研究は少な
く，ヒトにおける有効性・安全性の確立はこれか
らの課題である。体外衝撃波療法の安全性が確立
すれば，大腿骨頭壊死症の保存療法の選択肢の 1
つになりうる。衝撃波による除痛効果の機序につ
いて，Ohtoriらは［1］，衝撃波照射は感覚神経線
維と自由神経終末の変性を誘導することにより除
痛効果をもたらすと述べている。変形性股関節症
の疼痛には炎症性滑膜組織への感覚神経線維の侵
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入と炎症性サイトカインの存在が関与しているこ
とが示唆されている［2］。大腿骨頭壊死の痛みも
圧潰による炎症と股関節内への感覚神経線維の侵
入が関与している可能性があり，体外衝撃波照射
による除痛をもたらしたと考えている。
結　　語
　特発性大腿骨頭壊死症に対する体外衝撃波療法
の安全性と除痛効果が示唆された。
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　 2．定量的プロテオーム解析による筋萎縮性側
索硬化症における脳脊髄液バイオマーカー
の探索
千葉大学大学院医学研究院　分子病態解析学　
澤　井　　　摂　
はじめに
　筋萎縮性側索硬化症（ALS）は運動神経が障害
され，四肢の筋力低下や嚥下障害，呼吸障害が進
行性に悪化する神経難病である。本疾患は，血液
や脳脊髄液などの疾患バイオマーカーがなく，臨
床症状や電気生理学的検査などを総合して診断が
行われるが，特に病初期などでは診断が困難であ
ることから，診断マーカーが必要とされる。さら
に，新規治療薬が考案された場合には，その治療
効果判定に活用できる，疾患活動性を評価するバ
イオマーカーが望まれる。
　当研究室ではこれまでに，質量分析計を用いた
プロテオーム解析により，生体サンプル中の蛋白
質を網羅的に探索し，疾患バイオマーカー探索の
研究を行ってきた。これまでの研究で解析対象と
した生体サンプルは各種癌組織（肝臓，食道，膵
臓など）と血清であり，血清バイオマーカーとし
て，多発性硬化症，アルコール性肝障害，胃癌な
どの報告を行ってきた。
　脳脊髄液は中枢神経の変化を反映する生体サン
プルと考えられるが，血清と比較して蛋白質濃度
が低いことから解析が困難である。近年の質量分
析計の技術的進歩により，微量の蛋白質を含む生
体サンプルの解析が可能になってきている。本
学では高分解能質量分析計であるLTQ Orbitrap 
XL （Thermo Scientific）を所有しており，これ
により微量な蛋白質の精度の高い網羅的解析が可
能になった。
　本研究では，ALSの脳脊髄液中の疾患バイオ
マーカー探索を目的に，質量分析計を用いたプロ
テオーム解析を行った。本研究の最終目標は，他
の疾患と定量的に脳脊髄液中の蛋白質を比較し，
ALSにおいて特異的に存在量が変化する分子を
探索することだが，今回はその準備として，脳脊
髄液の前処理法の検証とALS脳脊髄液中にどの
ような蛋白質がみられるかの検討を，質量分析計
を用いて行った。
方　　法
　本研究では，ALSの脳脊髄液を，質量分析計
を用いたショットガン解析により，網羅的に蛋白
質解析を行った。ショットガン解析は，サンプル
をトリプシンなどの消化酵素でペプチド断片に切
断してから質量分析計で解析する手法で，サンプ
ル中に存在する蛋白質を同定できる。
　質量分析計での解析前の脳脊髄液の前処理とし
て，ALS脳脊髄液20μLを用い，アルブミン除去
キットで処理した後，トリプシン消化を行った。
そして，LTQ Orbitrap XL （Thermo Scientific）
により測定を行い，データベース検索により，脳
脊髄液中の蛋白質を同定した。
結　　果
　脳脊髄液を，アルブミン除去キットを用いた前
処理の後にショットガン解析し，ALS脳脊髄液
中に256個の蛋白質を同定した。それらの蛋白質
の細胞における局在をデータベース解析すると，
細胞質48％，核33％，膜28％であり，また細胞骨
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核蛋白質が21％であった。今回同定された蛋白質
中には，これまでの報告でALSの病態と強く関
連があると言われるTDP-43やoptineurinなどの
蛋白質は認めなかった。
考　　察
　本研究で，ALS脳脊髄液のアルブミン除去後
のショットガン解析により，256個の蛋白質を同
定することが可能となり，脳脊髄液のショットガ
ン解析におけるアルブミン除去キットを用いた前
処理法の有用性を検証できた。
　ショットガン解析の問題点は，解析に際し，サ
ンプル中の蛋白質を消化酵素でペプチド断片化す
るため，断片化する前の蛋白質が，どの程度存在
するかという定量情報と，その蛋白質がそのまま
の状態で存在するのか，それとも一部分が切断さ
れて存在するのかという分子量の情報がなくなる
ということが挙げられる。
　今後は，脳脊髄液を疾患群と対照群で別々に標
識（タグラベル法）し，質量分析計で両サンプル
を同時に解析することで，両群の蛋白質プロファ
イルを定量的に比較することや，ラベル標識後の
サンプルを，ゲルを用いた電気泳動（SDS-PAGE）
で分離してから，分子量ごとに分画してショット
ガン解析（GeL-C MS法）することで，電気泳動
による分子量分画ごとに定量解析された情報を得
て，蛋白質のプロセシングも加味した定量解析を
行うことを予定している。
　 3．腎細胞癌に対する分子標的治療薬とエピ
ジェネティック治療薬の併用による薬剤耐
性の克服
千葉大学大学院薬学研究院　
佐　藤　洋　美　
はじめに
　進行性がんでは多くの場合，外科的切除が不可
能であり，薬物治療が唯一の治療法である。化学
療法薬は，本来，増殖過程にあるがん細胞をター
ゲットとする非常に優れた薬物であるが，薬剤耐
性の出現によりその感受性が失われてしまう。一
方我々は，腎細胞癌（RCC）において特異的に
発現が抑制される細胞間ギャップ結合の構成因
子，コネキシン32（Cx32）に着目し，①エピジェ
ネティック治療薬の一つである脱メチル化薬を用
いて内在的にCx32発現が回復②脱メチル化薬に
よってRCCの増殖抑制効果がみられ，その効果
はCx32発現回復が一部関与した［1］，ということ
を明らかにした。また近年，RCCに対しては本
邦で 4つの分子標的薬が承認され，現在は進行性
RCCに対しスニチニブ（Su）が第一選択となっ
ている。Suは単剤の臨床試験で従来薬では抵抗
性を示す予後不良患者に対し生存期間を延長する
など優れた特徴を持つが，あくまで増殖抑制と血
管新生の抑制という機序であり，直接的な殺細胞
作用がないために根治に至らない。そこで，エ
ピジェネティックな機序でCx32の発現を回復し，
分子標的薬の腫瘍特異的な作用の増強を実現でき
ないか，検討するに至った。
方　　法
1）エピジェネティック治療薬と化学療法薬の併
用効果の検証を行うに当たり，Cx32発現回
復に有用な候補として，従来からヒストン
脱アセチル化酵素阻害活性が知られ，かつ
血管新生抑制作用を有するSodium Butyrate 
（butyrate） を選択した。化学療法薬として
はSuを用いた。細胞培養系では細胞増殖へ
の影響をMTT法で，Cx32およびRTKシグ
ナル構成因子の発現をReal-time PCRまたは
western blottingにて解析した。
2） in vivoの評価系としてヌードマウスにおけ
るRCC皮下移植モデルを基本とした。血管
新生を評価するため，RCC細胞の移植に際
してマトリゲル溶液と細胞を混合調製した
が，このとき薬物を共存させてマウス背部皮
下へ移植し，15日後にヘモグロビン含量を測
定した。
結　　果
　Suとbutyrateの併用は，其々の単独使用時
よりもRCCの細胞増殖を有意に抑制し，またそ
の作用は時間・濃度依存的であった。特に培養
期間が 5日以上の長い期間で抑制効果が高かっ
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なRTK阻害薬もP-gpの基質となることが報告さ
れているため，本併用の作用点としてもCx32を
介して間接的にP-gpが制御された可能性は考え
られる。また，Cx32のRCCに対する作用はギャッ
プ結合の構成因子としての能力と，これとは独立
して他のタンパク質と相互作用する能力と，双方
報告があるが，以前の我々の検討では後者の作用
が重要である可能性も示されている。今後はSu
とbutyrateの併用時におけるギャップ結合の機
能評価やCx32発現の意義を検証していく必要が
ある。一方でCx32とは独立して，両薬物の作用
に関わる部分として低酸素応答遺伝子群への影響
等を調べることも有意義である。さらなる作用機
序の追究を行い，本検討がRCCに対する新たな
薬物療法を樹立する一助となることを期待した
い。
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た。Suは受容体型チロシンキナーゼ（RTK）の
下流に続く増殖に必須のMAPK経路の亢進を抑
制するが，血管新生因子VEGF発現を抑制する
butyrateも途中からこのRTKシグナル経路の下
流で共通の作用点を持つ。併用群では期待通り
VEGF発現が最も低くなった。しかし今回の検討
では併用群でRTKシグナル因子として検討した
ERK，Aktの発現および活性への抑制が強まる傾
向はみられなかった。一方，butyrateによって
Cx32発現はmRNA，タンパク質発現共に顕著に
増加した。SuによってはCx32の発現は変化しな
かった。またマウス移植モデルの検討では，両薬
物を併用した群で最もへモグロビン含量が低下す
る結果となった。
考　　察
　本検討より，RCCに対するSuとbutyrateの併
用は増殖抑制，血管新生抑制の点でそれぞれ単独
使用時よりも有用であると考えられた。一方で作
用点としては，当初期待された共通の作用経路，
RTKシグナル経路に対する影響は少なく，他の
経路に影響を及ぼしている可能性が示唆された。
その一つとして，butyrateによって発現が誘導さ
れたCx32の関与が考えられる。以前に，RCCで
発現亢進の報告されている薬剤排出トランスポー
ター P-gpをCx32が抑制することにより，化学療
法薬vinblastineの殺細胞作用を増強した［2］とい
う結果を得ている。近年の研究によりSuのよう
